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Abstrakt
Tato práce se zabývá extrakcí dat ze snímků buněčných preparátů a jejich vizualizací.
Snímky jsou zpracované fluorescenční metodou FISH. Práce obsahuje teoretický podklad
pro vypracování systému pro podporu automatizace určení diagnózy Turnerova syndromu,
diskutuje o možnostech předzpracování a segmentace snímků, následné extrakce vektoru
příznaků a vizualizace extrahovaných dat.
Abstract
This thesis deals with extraction of data from cell images and their visualisation. Cell images
are processed by FISH method. It discusses theory of diagnosis evaluation automation and
cell features visualisation. That concerns image processing, cell nuclei segmentation, feature
extraction and data visualisation.
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Kapitola 1
Úvod
Pojem diagnostika v oblasti medicíny znamená činnosť spojenú s určovaním chorôb a prí-
znakov, ktoré sa ich týkajú. Zahŕňa veľké množstvo metód, ktoré k identifikácií chorôb
napomáhajú. Diagnostika predstavuje prvý krok k voľbe vhodnej terapie pre zistené ocho-
renie s cieľom pacienta vyliečiť.
K správnej diagnostike patria aj početné vyšetrenia, či už sú to vyšetrenia využívajúce
prístroje alebo nie. Základné vyšetrenia zahŕňajú využitie zraku, sluchu či hmatu lekára
a podajú prvotnú informáciu o stave pacienta. Nasleduje široká škála vyšetrení využívaj-
úcich medicínske prístroje a výpočtovú techniku, ktorá je v súčasnosti prítomná takmer vo
všetkých odvetviach medicíny. Počítače zabezpečujú zhromažďovanie informácií z vyšetrení,
jednak číselných, ale aj obrazových, ako sú mikroskopické snímky, snímky z CT, sonografie,
či magnetickej rezonancie. V modernej dobe počítače taktiež zaujímajú čoraz významnejšie
miesto pri spracovaní a interpretácii týchto medicínskych dát a obrazov. Tým napomáhajú
a automatizujú diagnostikovanie stavu pacienta. Počítače sú tiež využiteľné pri automa-
tizácii kalibrácie medicínskych zariadení. Kalibrácia sa tak stáva presnejšou a rýchlejšou.
Výhodou počítača v ordinácii je možnosť jednoduchého porovnania výsledkov vyšetrení s
predchádzajúcimi vyšetreniami, prípadne s výsledkami predstavujúcimi fyziologický stav,
čo značne zjednodušuje diagnostiku. Počítač sa teda stáva nepostrádateľnou súčasťou dia-
gnostiky, avšak záverečné rozhodovanie a určenie diagnózy je vždy na lekárovi. Základom
diagnostiky je aj dobre spravená anamnéza pacienta, ktorá uľahčuje určenie ochorenia,
ktorým trpí. Anamnéza je získaná prostredníctvom dialógu medzi lekárom a pacientom
a poskytuje množstvo informácii o pacientovi, ako napríklad informácie o prekonaných
ochoreniach, ochoreniach vyskytujúcich sa v rodine pacienta, liekoch, ktoré pacient užíva,
a podobne. Lekár informácie získané z anamnézy, z početných vyšetrení a z počítača spája
a tak určí ochorenie, ktorým pacient trpí a je schopný zvoliť vhodnú liečbu.
Táto práca sa zaoberá využitím počítačov pri analýze a interpretácii mikroskopických
snímok buniek s cieľom odhaliť Turnerov syndróm. Práca je súčasťou projektu GenExpod-
poreného Technologickou agentúrou Českej republiky1, ktorý si kladie za úlohu vyvinúť
systém analýzy a vizualizácie mikroskopických snímok. Pri spracovaní sú použité snímky
z fluorescenčnej in situ hybridizácie buniek (FISH metóda). FISH analýza je významná
metóda, ktorá umožňuje fluorescenčnými farbivami zvýrazniť chromozómy alebo ich časti
v bunkovom jadre. Tým je možné odhaliť zmeny počtu alebo štruktúry chromozómov, tzv.
chromozómové aberácie. Normálna bunka zdravej ženy obsahuje v jadre 46 chormozómov.
1Projekt TA01010931 – ”Systém pro podporu vyhodnocování metody FISH”, Technologická agentura
České republiky
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V bunke ženy s Turnerovým syndrómom je 45 chromozómov, 1 chromozóm chýba. Po-
mocou FISH analýzy buniek je možné túto aberáciu zviditeľniť. Mikroskopické snímky so
zvýraznenými chromozómovými aberáciami sú tak vhodné pre spracovanie počítačom. Ich
analýzou je možné z množstva snímok vybrať tie bunky, ktoré sú významné pre určenie
diagnózy Turnerovho syndrómu.
V druhej kapitole je podrobne rozobraná metóda FISH. Tá hrá dôležitú úlohu pri včas-
nom odhalení Turnerovho syndrómu a včasnom začatí liečenia príznakov. Tretia kapitola sa
venuje postupu automatizácie identifikácie syndrómu, od snímania, cez extrakciu príznakov
až po zobrazenie extrahovaných dát. Štvrtá kapitola sa zaoberá vizualizáciou analyzova-
ných dát. Existuje množstvo príznakov, ktoré majú vplyv na výber buniek vhodných pre
diagnostiku. Dobrá vizualizácia týchto vlastností je preto dôležitá pre efektívne určenie
diagnózy lekárom. Vhodnou vizualizáciou je tiež možné sledovať závislosti medzi rôznymi
vlastnosťami buniek a diagnózou. Náplňou ďalších kapitol je popis zvolenej implementácie,
dosiahnutých výsledkov a záver.
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Kapitola 2
Metóda FISH
Fluorescenčná in situ hybridizácia (FISH) je rozšírenou technikou používanou pre cytoge-
netickú analýzu buniek a genómov. Táto technika dnes umožňuje rýchlo, jednoducho a bez-
pečne lokalizovať špecifické DNA a RNA sekvencie v tkanivách a bunkových preparátoch.
Rozvoj techník zvýraznenia a detekcie vzoriek umožňil spojenie fluorescenčnej mikroskopie
a spracovania obrazu. Tým sa metóda FISH stala významnou nielen v oblasti výzkumu
genómu, ale aj v oblasti laboratórnej diagnostiky [4].
2.1 Ľudská bunka
Bunka je základná stavebná a funkčná jednotka organizmu. Eukaryotická bunka sa vysky-
tuje v rôznych tvaroch, pretože na rozdiel od prokaryotickej nemá pevnú bunkovú stenu.
Prokaryotické bunky majú jednoduchšiu štruktúru, než eukaryotické. Sú menšie a na roz-
diel od eukaryotických buniek netvoria tkanivá, ide teda o jednobunkové organizmy. Ich
vnútorné prostredie je členené membránami a od bunky eukaryotickej sa odlišujú niek-
torými chýbajúcimi organelami, ako sú napríklad mitochondrie. Veľkosť eukaryotických
buniek v organizme sa líši a pohybuje sa v rozmedzí približne 10 až 100 µm, prokaryotické
bunky sú o rád menšie [17].
Obal eukaryotickej bunky je tvorený fosfolipidovou dvojvrstvou, ktorá ju oddeľuje od
okolitého prostredia a reguluje transport látok smerujúcich dnu do bunky a naopak z bunky
smerom von. Vnútorné prostredie bunky je vyplnené cytoplazmou, ktorej základ tvorí voda,
bielkoviny a ďalšie látky v nich rozpustené. V cytoplazme sú rozmiestnené ďalšie časti
bunky, ako ribozómy tvoriace prostredie pre vznik bielkovín, endoplazmatické retikulum
zodpovedné za transport látok vo vnútornej časti bunky, Golgiho aparát zadržiavajúci látky
určené na vylúčenie von z bunky. V Golgiho aparáte vznikajú lyzozómy – okrúhle mem-
bránou obalené útvary obsahujúce enzýmy zabezpečujúce odbúravanie odpadových látok,
či látok, ktoré už v bunke nemajú využitie. Ďalšou dôležitou bunkovou organelou sú mito-
chondrie umožňujúce dýchanie bunky a tým získavanie energie potrebnej pre bunku [34].
Z pohľadu témy diplomovej práce je významnou časťou bunky jadro a jadierko. Jadierko
je miestom syntézy všetkých foriem ribonukleovej kyseliny (RNA). Jadro predstavuje ria-
diace centrum bunky a je obalené membránou. Jadro sa vyskytuje u prevažnej väčšiny
buniek organizmu, výnimku tvoria napríklad červené krvinky. Dôležitou časťou jadra sú
chromozómy nesúce genetickú informáciu v podobe molekuly deoxyribonukleovej kyseliny
(DNA) (Obrázok 2.1). Molekula DNA je tvorená dvojšróbovicou polynukleotidových reťaz-
cov postavených oproti sebe a pospájaných vodíkovými mostíkmi prostredníctvom dusíka-
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tých báz adenínu, guanínu, cytozínu a tymínu. Poradie týchto báz obsahuje genetickú in-
formáciu, ktorej základnú jednotku predstavuje gén. Súbor všetkých génov bunky tvorí jej
genóm. Veľkosť genómu vyjadrená v jednotkách množstva digitálnej informácie sa u pro-
karyotických buniek pohybuje v rozmedzí približne 600 kb – 9,5 Mb a u eukaryotických
buniek 3 Mb – 140 000 Mb [17].
Obrázek 2.1: Tvar chromozómu v bunke. 1
Ľudská telová bunka súhrnne obsahuje zvyčajne 46 chromozómov, pričom tento celkový
počet je tvorený zlúčením 23 chromozómov získaných od matky a 23 získaných od otca,
teda 2 sadami chromozómov, čo znamená, že telová bunka je diploidna. Naopak pohlavné
bunky sú haploidne, pretože obsahujú iba jeden z dvojice chromozómov. Chromozómy sa
môžu v organizme v niektorých prípadoch vyskytovať aj v abnormálnej forme. Takýto stav
sa označuje ako aberácia chromozómov [25].
2.1.1 Cyklus bunky
Cyklus, ktorým bunka neustále prechádza, je zložený z prípravnej fázy (interfáza), počas
ktorej sa bunka nedelí, a fázy bunkového delenia. Fázy, z ktorých je celý cyklus bunky
zložený, sa označujú ako fázy G0, G1, S, G2 a M fáza.
G0 fáza predstavuje stav, kedy sa už bunka nepripravuje na ďalšie delenie. Niektoré
bunky v tejto fáze ostávajú aj mnoho rokov, naopak niektoré sú schopné prejsť z tejto fázy
do G1 fázy a opäť sa začať deliť.
G1 fáza je obdobie, počas ktorého bunka rastie a pripravuje sa na ďalšie delenie. V tejto
fáze sa v bunke tvorí RNA a niektoré bielkoviny.
S fáza je fázou zabezpečujúcou replikáciu DNA, čím vzniká jej dvojnásobné množstvo.
Dochádza počas nej k zdvojeniu všetkých chromozómov.
G2 fáza umožňuje dvojenie organel bunky. Počas tejto fázy vznikajú aj štruktúry
dôležité pre jej nasledujúce delenie.
1(Zdroj: http://www.orcharddelongcoop.com/chromosomes-and-genes.html)
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M fáza je zložená z mitózy (delenia bunky) a cytokinézy, pri ktorej dochádza k ”zaškrte-
niu”bunky za vzniku buniek dcérskych. Mitóza má takisto niekoľko fáz (viď Obrázok 2.2).
Pri profáze dôjde k odbúraniu jadrovej membrány a vzniká deliace vretienko. V metafáze sa
zdvojené chromozómy združujú v ekvatoriálnej rovine, pričom sú spojené v centromérach.
V anafáze sa toto spojenie preruší a chromozómy následne smerujú k pólom bunky. Telofáza
na záver predstavuje interval, počas ktorého sa opäť vytvorí obal bunkového jadra a deliace
vretienko zaniká. Po ukončení mitózy nasleduje už spomínaná cytokinéza [9].
Obrázek 2.2: Mitóza: profáza (1,2), metafáza (3), anafáza (4,5), telofáza (6). 2
2.1.2 Cytogenetika a chromozomálne aberácie
Cytogenetika je oblasť genetiky zameraná na štúdium štruktúry chromozómov a ich počtu.
Ide predovšetkým o skúmanie zmien početnosti chromozómov a o odlišnosti, ktoré sa môžu
vyskytovať v ich štruktúre, označované ako chromozomálne aberácie. Aberácie spôsobujú
patologické (chorobné) stavy orgánov či celých orgánových sústav.
Chromozomálne poruchy sa prejavujú predovšetkým mentálnou retardáciou a poru-
chami vnímania a neúplného vývoja centrálnej nervovej sústavy. Postihnutie sa týka často
aj vzhľadu a zasahuje najmä do vývoja skeletu. Vyskytuje sa deformácia končatín, najčas-
tejšie prstov. Častá je takisto porucha rastu a nedostatočný vývin rozmnožovacej sústavy či
pohlavných znakov, čo je obvykle spojené s poruchami reprodukčnej schopnosti, dokonca až
úplnou sterilitou. Chromozomálne aberácie spôsobujú vady aj iných orgánov, ako sú srdce,
obličky a iné [10].
2(Zdroj: http://dokuwiki.borovicka.name/doku.php?id=school:fbmi:bbblg:vypisky:deleniavyvojbunky)
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Obrázek 2.3: Bunkový preparát s viditeľnými bunkami v interfáze a metafáze.
Aberácie chromozómov je možné členiť do dvoch skupín. Prvú z nich tvoria štrukturálne
aberácie. Druhá skupina sa týka počtu chromozómov. Štrukturálne aberácie predstavujú
odchýlky od normálneho stavu postihujúce štruktúru chromozómu. Zmeny v štruktúre chro-
mozómov, ktoré môžu nastať, sa dajú rozdeliť do niekoľkých kategórií. Sú to napríklad
duplikácia, delécia, translokácia, inverzia, vznik kruhových chromozómov a iné. Duplikácia
znamená zdvojenie určitého úseku chromozómu, delécia predstavuje naopak to, že niektorý
z úsekov chromozómu chýba. Môže sa jednať o okrajový úsek ale tiež aj o úsek vnútorný.
Translokácia je zmena v štruktúre chromozómu, kedy dochádza k výmene časti genetického
obsahu medzi dvoma, prípadne viacerými chromozómami. Inverzia znamená stav, kedy je
časť chromozómu otočená o 180◦. K štrukturálnym aberáciam patrí aj vznik kruhového
chromozómu, ku ktorému dochádza potom, ako sa z pôvodného chromozómu odlomia časti
a jeho voľné konce sú následne spojené do kruhovej štruktúry [25].
Obrázek 2.4: Vznik chromozómových aberácií počas bunkového cyklu (Zdroj:[3])
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Aberácie týkajúce sa počtu predstavujú odchýlky, ktoré sa môžu v počte chromozómov
objaviť. V prípade, kedy je celá sada chromozómov násobená, sa jedná o tzv. polyploidiu.
Pojmom aneuploidia sa zase označuje stav, kedy dochádza k početnej odchýlke od násobku
základného chromozomálneho počtu. Do tejto skupiny sa radí napríklad trizómia, kedy sa
v bunke nachádza niektorý z chromozómov až trikrát. Najznámejším prípadom trizómie
je tzv. trizómia 21, kedy je touto početnou vadou postihnutý chromozóm 21 a tento stav
zapríčiňuje, že osoba s touto chromozomálnou aberáciou je postihnutá Downovým syndró-
mom. Rovnako ako znásobenie chromozómu sa vyskytuje aj stav, kedy niektorý z chro-
mozómov v sade chýba. Táto aberácia je označovaná ako monozómia a predstavuje stav
so životom nezlúčiteľný. Jediným typom monozómie, s ktorou je postihnutá osoba schopná
prežiť je monozómia týkajúca sa X chromozómu a je teda označovaná ako monozómia X.
Tento typ aberácie je zodpovedný za vznik Turnerovho syndrómu, ktorý je bližšie popí-
saný v podkapitole 2.3.
2.2 Princíp FISH metódy
2.2.1 Charakteristika metódy
Fluorescenčná in situ hybridizácia (FISH) je významná metóda umožňujúca pozorovanie
vnútra bunky a predovšetkým jej genetického obsahu. Základy tejto metódy siahajú do 60.
rokov, kedy vznikla prvá zmienka o in situ hybridizácii [3]. V tom čase sa pri jej realizácii
využívali rádioaktívne DNA sondy, s čím sa objavil aj problém bezpečnosti a vplyvu na
človeka. Až v 80. rokoch sa začali vyvíjať prístupy využívajúce nerádioaktívne sondy[21].
Od vtedy bolo navrhnutých mnoho prístupov tejto metódy s cieľom pozorovať bunkové
jadro a deje v ňom.
Vo všeobecnosti in situ metódy pracujú na predpoklade, že jednoreťazcová DNA má
tendenciu spájať sa s komplementárnou sekvenciou za vzniku dvojšróbovice. Na základe
tohto sa vytvára pre zvýraznenie sekvencie, ktorú chceme zvýrazniť tzv. sonda. Sonda je
komplementárny doplnok, ktorý sa môže naviazať na jeden z DNA reťazcov. Samotná FISH
metóda využíva fluorescenčné sondy, čo sú nevlastné fluorofóry. Fluorofóry sú farbiace látky
vykazujúce fluorescenciu, teda majú schopnosť pohlcovať svetlo, dostať sa do excitovaného
stavu a následne sa vrátiť do stavu východzieho, za súčasnej emisie fotónu. Doba fluorescen-
cie elektrónu je veľmi krátka, zhruba 10 ns a je ovplyvňovaná okolitým prostredím a typom
fluoroforu. Ak sú fluorescenčné sondy voľne v roztoku, nevykazujú vysokú mieru fluorescen-
cie, avšak po naviazaní kovalentnou väzbou na DNA alebo proteíny ich fluorescencia prudko
stúpne.
FISH metóda je v súčasnosti dôležitou súčasťou techník využívaných v oblasti genetiky,
pretože prináša možnosť určiť abnormálne stavy v genetickom obsahu bunky.
2.2.2 Princíp metódy
Postup metódy vo všeobecnosti spočíva v príprave preparátu, ktorý obsahuje požadovanú
hustotu výskytu skúmaných buniek. Metóda je dobre dobre zhrnutá v článku [3], z ktorého
čerpá nasledujúci text.
DNA, s ktorou pracujeme a taktiež komplementárny doplnok – sonda, sa v počiatočnej
fáze denaturujú, čo umožní ich zahriatie na 100◦C. Denaturácia znamená zmenu v pôvod-
nej štruktúry, kedy sa dve vlákna pôvodne spojené do dvojšróbovice od seba oddelia. Po
denaturácii nasleduje opätovná renaturácia, teda vznik spárovaných vláken. Pri in situ me-
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tódach môžu vzniknúť po renaturácii 4 typy nových jednotiek obsahujúcich dve vlákna. Sú
to konkrétne dvojice cieľová sekvencia spojená s taktiež cieľovou sekvenciou, sonda spojená
s ďalšou sondou a napokon sonda spojená s cieľovou sekvenciou ako stabilný hybrid či sonda
spojená s cieľovou sekvenciou ako hybrid nestabilný. U fluorescenčnej in situ hybridizácii sa
pracuje so sondou označenou fluorescenčným farbivom. Toto farbivo umožní to, že duplex
vzniknutý spojením sondy a cieľovej sekvencie vykazuje fluorescenčné vlastnosti a je možné
ho skúmať pomocou fluorescenčného mikroskopu. Takto sa dajú pozorovať ale len spojenia
sondy a cieľovej sekvencie, ktoré predstavujú stabilný hybrid. Duplexy predstavujúce hybrid
nestabilný totiž postupne zanikajú. Tie duplexy, ktoré sú zložené zo sondy a sondy sa na
sklíčko s preparátom nenaviažu a duplexy spájajúce dve cieľové sekvencie nie je možné pod
fluorescenčným mikroskopom pozorovať, keďže neobsahujú sondu, ktorá by im umožnila
stať sa viditeľnými. Sondy u fluorescenčnej in situ hybridizácie bývajú značené buď pri-
amo alebo nepriamo. V prípade priameho značenia je molekula farbiva spájaná so sondou
priamo, bez použitia iných látok. Naopak nepriame značenie pracuje s označenými špeci-
fickými protilátkami, prípadne označeným proteínom, ktorý detekuje molekulu spojenú so
sondou.
Postup spracovania materiálu, ktorého výstupom je preparát, ktorý je možné pozorovať
a analyzovať pomocou mikroskopu, pozostáva z niekoľkých krokov. Pri bežnom spracúvaní
preparátov býva prvým krokom kultivácia buniek, s ktorými sa pracuje. FISH metóda
však umožňuje tento krok vypustiť a je schopná ďalej pracovať s bunkami nekultivova-
nými a taktiež s bunkami v stave interfázy. Počiatočným krokom u tejto metódy teda nie
je kultivácia, ale fixácia preparátu pomocou fixačných roztokov. Často sa využíva fixácia
roztokom formaldehydu na upravené sklíčko. Fixácia sa vykonáva za účelom stabilizácie
vzorky a snahou znemožniť zmeny, ktoré by mali za následok narušenie bunky, prípadne
chromozómov. Sklíčko sa následne necháva schnúť pri teplote približne 45◦C. Následne sa
aplikuje etanol kvôli dehydratácii vzorky a hybridizačný pufor. V ďalšom kroku dochádza
k aplikácii DNA sond.
Sondy sa členia do niekoľkých skupín v závislosti na tom, na aké miesto sa viažu. Pr-
vou skupinou sú sondy pre špecifické chromozómové štruktúry, ktoré sa naväzujú na dlhé
opakujúce sa sekvencie typické pre určitý chromozóm, ako sú napríklad sondy centromé-
rové. Ďalšia skupina je tvorená sondami pre jedinečné sekvencie DNA, ktoré sú určené pre
špecifickú sekvenciu v genóme a tak je možné nimi určiť nimi konkrétne gény počas me-
tafázy alebo interfázy. Tretiu skupinu predstavujú sondy celochromozómové. Sú to sondy
pozostávajúce z niekoľkých sond a sú schopné hybridizácie s jedinečnými sekvenciami da-
ného cieľového chromozómu, čím umožnia zviditeľniť úplne celý chromozóm. Táto skupina
sond sa využíva predovšetkým pri detekovaní možných translokácií a takisto pri stano-
vení pôvodu chromozómov. Poslednú skupinu tvoria genómové sondy, ktoré sa využívajú
hlavne v oblasti identifikácie chromozómov konkrétneho typu v somatických bunkách, ktoré
sú hybridné. Denaturácia a renaturácia vzorky sa uskutočňuje v prostredí inkubátora, do
ktorého sa vzorka umiestní na obvykle 20 hodín.
Po tom, čo je realizovaná denaturácia a následná renaturácia za vzniku spomínaných
duplexov, ktoré sú pozorovateľná pod fluorescenčným mikroskopom, sa sklíčko s preparátom
nechá vysušiť a je pripravené na analýzu.
2.2.3 Výhody metódy a jej využitie
Fluorescenčná in situ hybridizácia je hojne využívaná, pretože je v mnohých ohľadoch vý-
hodná. Jej realizácia nepredstavuje žiadne ohrozenie pre osobu, ktorá ju vykonáva, ani
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pre jej okolie. Doba hybridizácie pripravenej vzorky je relatívne krátka, za súčasne dosi-
ahnutej vysokej kvality výsledkov a citlivosti. Vďaka fixácii vzorky je táto metóda stabilná
a nehrozí riziko poškodenia či zmeny stavu pozorovaných buniek. Vyhodnotenie metódy
je pomerne jednoduché a časovo nenáročné, vyžaduje iba fluorescenčný mikroskop. Jednou
z najväčších výhod FISH metódy je možnosť pozorovania buniek počas interfázy, teda in-
tervalu medzi jednotlivými deleniami bunky. Vďaka tomu je možné sledovať zmeny buniek,
ktoré majú obtiaže s delením alebo kultiváciou. Fluorescenčná in situ hybridizácia je práve
touto možnosťou výnimočná oproti iným. Jedným zo zásadných prínosov je umožnenie sk-
úmať abnormality vzniknuté v jednotlivých bunkách, predovšetkým na ich chromozómoch
[21]. Za nevýhodu fluorescenčnej in situ hybridizácie je možné považovať relatívne vysokú
finančnú náročnosť. u táto metódy tiež predstavuje určité obmedzenie fakt, že je schopná
detekovať iba určité množstvo
Fluorescenčná in situ hybridizácia je využívaná v rôznych oblastiach a zďaleka sa jej
využitie neobmedzuje len na oblasť medicíny a diagnostiky chromozomálnych zmien pri
niektorých ochoreniach. FISH metóda je schopná hybridizovať DNA rôznych baktérií, čo
napomáha k jej izolácii a identifikácii baktérií. Táto schopnosť umožňuje detekovať rôzne
baktérie, ktoré kontaminujú životné prostredie. Ďalším využitím je aplikácia metódy na
vzorky tkanív ako histologické rezy, vzorky krvi či kostnej drene. Veľmi významné využitie
tejto metódy je však v oblasti pozorovania chromozómov, predovšetkým v prípadoch chro-
mozomálnych aberácií. Či už sa jedná o početné odchýlky chromozómov alebo o abnormálne
stavy ako delécie či translokácie génov, metóda fluorescenčnej in situ hybridizácie vykazuje
viac než uspokojivé výsledky pri ich pozorovaní a pri prípadnej diagnostike, ktorá môže po
uskutočnení metódy nasledovať [21].
2.3 Turnerov syndróm
Turnerov syndróm je vrodené ochorenie spôsobené absenciou chromozómu X alebo jeho
časti. V každej bunke človeka sa nachádza 23 párov chromozómov, ktoré sú nositeľmi ge-
netickej informácie. Jedným párom chromozómov sú tzv. genozómy, ktoré určujú pohlavie
človeka. Muž je nositeľom chromozómov X a Y, pričom chromozóm Y zdedí od otca a X od
matky. U žien sa však vyskytuje pár chromozómov X a X, podobne ako u mužov, je jeden
z nich od otca a druhý od matky. O Turnerovom syndróme sa hovorí v prípade, že jeden
z týchto X chromozómov či jeho časť chýba. Táto vrodená nemoc štatisticky postihuje 1
z 2500 narodených dievčat [37].
Diagnostiku Turnerovho syndrómu možno členiť na prenatálnu a postnatálnu. Prena-
tálna diagnostika zahŕňa vyšetrenie plodovej vody, analýzu pupočníkovej krvi, ale aj ul-
trasonografiu, pri ktorej môže na toto ochorenie upozorniť abnormálne široká šija plodu.
K postnatálnej diagnostike patrí vyšetrenie srdca narodeného dieťaťa, pretože závažné vady
srdca často predpovedajú Turnerov syndróm. Jedným z ďalších príznakov, ktoré bývajú vi-
diteľné už v nízkom veku postihnutých osôb sú tuhé opuchy v oblasti zápästí a priehlavkov
na chodidlách a tiež široký hrudník. Vo väčšine prípadov je však ochorenie diagnostikované
až v neskoršom veku. Najvýraznejším znakom potvrdzujúcim postihnutie Turnerovým syn-
drómom je totiž spomalenie rastu pacienta. To začína byť zjavné už vo veku okolo 5 rokov.
Osoby postihnuté týmto typom ochorenia dorastajú do výšky priemerne 146 cm. Ďalšími
sprievodnými znakmi sú nízka vlasová hranica, miskovitý tvar nechtov, poklesnuté očné
viečka a častý výskyt osteoporózy. Vyskytujú sa tiež poruchy jemnej motoriky, či poruchy
zmyslov, konkrétne nedoslýchavosť, krátkozrakosť alebo škúlenie. Ženy postihnuté Turnero-
vým syndrómom mávajú nevyvinuté pohlavné orgány a takisto sekundárne pohlavné znaky.
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Tehotenstvo je v mnohých prípadoch možné, avšak neodporúča sa z dôvodu veľmi prav-
depodobných komplikácií. O Turnerovom syndróme sa hovorí ako o ochorení, pri ktorom
nedochádza k mentálnej poruche postihnutej osoby. Je pravdou, že pacientky nemajú nižšie
IQ, než zdravé osoby, avšak v niektorých smeroch za nimi zaostávajú. Problematická je
u nich schopnosť krátkodobej pamäte a vyskytuje sa aj nerozhodnosť v niektorých situáci-
ách [29].
Turnerov syndróm nie je možné liečiť, avšak dajú sa výrazne potlačiť niektoré jeho
prejavy. Postihnuté osoby napriek tomu, že majú dostatok rastového hormónu, nedoras-
tajú do bežnej výšky. Pravidelným podávaním ďalších dávok rastového hormónu je možné
znormalizovať výšku pacienta. Prípadná neplodnosť postihnutej ženy sa dá v súčasnej dobe
riešiť darovaním oocytu inou ženou a nevyvinuté časti tela upraviť hormonálnou liečbou.
V dnešnej dobe tak môže pacientka postihnutá týchto ochorením, ktorá absolvuje liečbu
príznakov, viesť plnohodnotný život bez výrazných fyzických odlišností.
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Kapitola 3
Automatizácia identifikácie
Turnerovho syndrómu
Táto kapitola sa venuje procesu automatizácie identifikácie Turnerovho syndrómu. To za-
hŕňa procesy od nasnímania preparátov, cez spracovanie až po ich vyhodnotenie a zobra-
zenie, ktoré zjednoduší určenie diagnózy lekárom. Bloková schéma postupu vizualizácie je
zobrazená na Obrázku 3.1.
Obrázek 3.1: Bloková schéma postupu automatizácie identifikácie Turnerovho syndrómu.
3.1 Snímanie bunkových preparátov
Snímanie bunkového preparátu, na ktorý bola aplikovaná metóda FISH, sa vykonáva epi-
fluorescenčným mikroskopom. V preparáte sú UV žiarením excitované elektróny prítomné
v molekulách fluorescenčného farbiva. Po ukončení excitácie je z elektrónu vyžiarený fo-
tón. Intenzita excitačného žiarenia je vyššia, než intenzita emitovaného žiarenia. Preto je
potrebné použiť v mikroskope sústavu optických prvkov, ktorá sa skladá z filtrov a dichro-
ického zrkadla. Schéma mikroskopu je na Obrázku 3.2. Dichroické zrkadlo prepúšťa svetlo
podľa toho, akú má vlnovú dĺžku. To umožňuje prechod oboch žiarení cez objektív mi-
kroskopu, avšak cez okulár prepúšťa iba emitované žiarenie. Táto optická sústava filtrov
a dichroického zrkadla sa nazýva aj filtrová kocka, ktorá sa vkladá do mikroskopu a je
ju možné podľa potreby meniť. Obraz, ktorý prechádza okulárom, sa typicky zachytáva
digitálnym fotoaparátom [32].
Okrem epifluorescenčného mikroskopu, ktorý je najrozšírenejší, sa pri FISH metóde
používajú aj iné typy mikroskopov, napr. transmisný fluorescenčný mikroskop. Jeho princíp
spočíva v osvetlení preparátu z bočnej strany. Tým sa excitačné žiarenie odkloní mimo
okulár [15].
Pri snímaní sa obyčajne používa 60 až 150-násobné zväčšenie. Keďže bunkový preparát
má veľkosť rádovo v centimetroch, nasnímaním celého preparátu dostaneme desiatky až
stovky snímok. Ručné vyhodnotenie snímok pre jedného pacienta sa tak môže stať časovo
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náročné, preto je vhodná ich počítačová analýza. Ukážka nasnímaného preparátu metódou
FISH je na Obrázku 3.3.
Obrázek 3.2: Schéma epifluorescenčného mikroskopu. (Zdroj : [32])
3.2 Extrakcia príznakov
Najdôležitejšou úlohou spracovania snímok bunkových preparátov je extrakcia vhodných
príznakov vlastností jednotlivých buniek. Na základe extrahovaných vlastností sa vytvorí
vektor príznakov, s ktorým je ďalej možné pracovať. Vektor príznakov je n-rozmerný vektor
čísel, číselná reprezentácia objektu, kde každé číslo predstavuje konkrétnu vlastnosť objektu.
Tento vektor je vhodným vstupom do metód vizualizácie dát z bunkových preparátov, čím
sa zaoberá táto práca. Vektor príznakov využívajú aj metódy strojového učenia. Ponúka sa
preto tiež možnosť automatizácie potvrdenia alebo vyvrátenia diagnózy na základe vektora
vlastností. Preto je dôležité správne extrahovať také vlastnosti buniek, ktoré majú vplyv
na určenie diagnózy.
3.2.1 Predspracovanie obrazu a segmentácia
Cieľom segmentácie vo všeobecnosti je rozčleniť obraz na časti, ktoré obsahujú objekty
z reálneho sveta, a oddeliť ich od pozadia. Tým sa dáta zredukujú a pripravia pre zloži-
tejšie spracovanie. Výsledkom segmentácie je množina disjunktných oblastí, ktoré majú
istú homogénnu vlastnosť. Segmentáciou snímok FISH bunkových preparátov by sa mali
vysegmentovať regióny spojených pixelov obsahujúce bunkové jadro a fluorescenčný signál.
Metódy segmentácie obrazu je možné rozdeliť do niekoľkých skupín podľa viacerých
hľadísk. Jednoduchá segmentácia môže vychádzať z globálnej vedomosti, ako je napríklad
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Obrázek 3.3: Nasnímaný bunkový preparát s metódou FISH. Pre zvýšenie kontrastu obrázku
je zmenená farba pozadia z čiernej na bielu.
farba či tvar objektu. Príkladom je napríklad metóda porovnávania so vzorom (z angl. pat-
tern recognition) alebo prahovanie. Ďalším prístupom je segmentácia na základe určovania
hraníc objektov. To využívajú napríklad metódy aktívných kontúr využité v [33]. Do tejto
kategórie sa dá začleniť aj využitie Houghovej transformácie, ktorá bola zvolená pre seg-
mentáciu buniek v [18]. Tretí prístup k segmentácii je založený na vytváraní regiónov, čo
využíva metóda watershed, zhluková analýza a iné.
Z historického hľadiska možno algoritmy a prístupy rozdeliť do troch skupín. Ako prvé
sa začali používať nízkoúrovňové metódy, ktoré nevychádzajú z predchádzajúcich znalostí.
To zahŕňa napríklad metódy prahovania, určovania hraníc alebo watershed. Ich úspešnosť
je závislá najmä na heuristike pri inicializácii segmentácie. Tieto metódy sú zvyčajne málo
robustné a nedostačujúce pre spracovanie komplexných medicínskych dát, využívajú sa však
v kombinácii so zložitejšími technikami.
Algoritmy druhej generácie sú založené na optimalizačných metódach, obrazových mo-
deloch a pravdepodobnostných modeloch. Ich charakteristickou vlastnosťou je absencia heu-
ristiky. Významné techniky tejto generácie sú aktívne kontúry alebo level-sets metódy. Aj
keď algoritmy tejto generácie nie sú vždy vhodné pre automatickú segmentáciu, v niektorých
prípadoch sa použiť dajú.
Tretia generácia rozširuje predchádzajúce algoritmy o využitie znalostí o segmentova-
ných objektoch. Príkladom je active shape model metóda, ktorá zahŕňa fázu trénovania na
dátach [32]. V následujúcich odstavcoch je popis vybraných segmentačných metód.
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Segmentácia metódou Watershed Táto segmentačná metóda vychádza z obrazu chá-
paného ako reliéf krajiny. Jas vstupného obrazu ovplyvňuje to, akú výšku budú dosahovať
jednotlivé miesta obrazu tvoriace tento reliéf. Čierne oblasti predstavujú najnižšie položené
miesta a naopak oblasti biele sú v tomto prípade miesta s najväčšou výškou. Segmentácia
následne vychádza zo simulácie povodne, kedy dôjde k perforácii lokálnych miním v reliéfe,
ktorými začne pretekať voda a postupne zaplavuje ”krajinu”. Pri postupnom zaplavovaní
postupne vznikajú povodia oddelené hrádzami. Hrádze vznikajú na miestach, kde sa voda
z jednotlivých povodí môže zliať do jedného. Tento proces je zakončený v okamihu, kedy
voda dosiahne aj ten najvyšší vrchol v obraze, ktorý predstavuje najsvetlejší obrazový bod.
Výstupom aplikácie tejto metódy je následne obraz s jednotlivými segmentovanými časťami
oddelenými líniami – hrádzami [1].
Prahovanie Metóda prahovania je často používanou a jednoduchou metódou segmentá-
cie. Vychádza z nastavenia prahu, ktorý predstavuje hranicu jasu definujúcu ako sa obraz
rozdelí na segmenty. V prípade nastavenia iba jedného prahu pre celý obraz, je výstupom
binárny obraz. Aplikácii iba jedného prahu pre celý obraz sa hovorí prahovanie globálne.
U lokálneho prahovania je nastavený rôzny prah pre rôzne obrazové oblasti. Pojem dvoji-
tého prahovania znamená voľbu prahov dvoch, pri ktorej sú segmentované tie oblasti, ktoré
patria do intervalu určeného dvoma prahmi. Oblasti s hodnotami pod a nad týmto pra-
hom tvoria okolie segmentovaných častí. Existuje množstvo modifikácií algoritmu a metód
určenia prahu. Zhrnutie týchto modifikácií a ich vyhodnotenie je v [31].
Metóda aktívnych kontúr Segmentácia pružných a aktívnych kontúr pracuje na zá-
klade vytvornia línie, ktorá postupne upravuje svoj tvar tak, aby sa čo najlepšie prispôsobila
tvaru časti obrazu alebo objektu v ňom, ktorý predstavuje výstup segmentácie. Na uzavretú
krivku obkolesujúcu určitú oblasť v jej pôvodnom stave pôsobia sily, ktoré usmerňujú spô-
sob, akým sa krivka bude deformovať aby túto oblasť s čo najväčšou presnosťou obkolesila
a tým ju segmentovala.
Metóda narastania a delenia oblastí Do tejto kategórie segmentácie spadajú dva
hlavné typy segmentácie. Prvá z nich využíva algoritmus, ktorý postupne delí pôvodný obraz
na menšie časti. Algoritmus pokračuje v delení až kým nie sú jednotlivé časti homogénne.
Môžu to byť väčšie segmenty obrazu, ale aj jednotlivé body. Obraz sa zvyčajne rozdelí na
niekoľko menších oblastí, obvykle na štvrtiny, a každá z nich sa opäť rovnakým spôsobom
delí. V ďalšom kroku potom algoritmus spája susedné oblasti, ktoré majú rovnaké vlastnosti,
čím vznikajú segmentované časti obrazu. Kritériom homogenity môže byť napríklad rozdiel
medzi maximálnym a minimálnym jasom pixelov v oblasti alebo rozptyl jasu v oblasti [14].
Druhým spôsobom metódy je algoritmus, ktorý využíva k segmentácii niekoľko iniciali-
začných bodov. Okolie týchto bodov je postupne prehľadávané, algoritmus skúma vlastnosti
okolitých bodov a vyhodnocuje, či sú alebo nie sú príbuzné k východziemu bodu. Ak zistí,
že nejaký bod v okolí spĺňa kritérium podobnosti s pôvodným bodom, je tento bod k bodu
pôvodnému pripojený a predpokladá sa, že body tvoria tú istú oblasť. Tento postup sa na-
ďalej opakuje pre ďalšie a ďalšie okolité body, čím sa segmentovaná oblasť môže rozrastať.
Kritéria príbuznosti pixelov môžu byť opäť založené na jasovej informácií, v praxi sa však
využívajú aj zložitejšie kritériá [2].
Binarizácia šedotónového obrazu Otsu Významným algoritmom prvej generácie je
metóda binarizácie šedotónového obrazu Otsu. Algoritmus predstavil v roku 1979 Nobuyuki
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Otsu [27]. Vďaka svojej rýchlosti a jednoduchosti je často používaná pre potreby jednodu-
chej segmentácie. Princíp spočíva v prahovaní optimálnym prahom, ktorý je nastavený tak,
aby histogram rozdelil na dve časti s minimálnym kombinovaným rozptylom hodnôt. Inak
povedané, maximalizuje rozptyl hodnôt priemerov oboch častí histogramu vzhľadom na
priemer celého histogramu. Algoritmus pre každý potenciálny prah T vyhodnotí rovnicu
3.1:
σ2(T ) = n1(T )× n2 × [µ1(T )− µ2(T )]2 (3.1)
kde n1 a n2 je počet pixelov v prvej a druhej časti histogramu a µ1 a µ2 sú aritmetické
priemery častí histogramu. Výsledný optimálny prah T je taký, ktorý maximalizuje hodnotu
rozptylu medzi časťami histogramu σ. Ukážka Otsu algoritmu aplikovaného na Obrázok 3.3
je na Obrázku 3.4.
Obrázek 3.4: Otsu algoritmus aplikovaný na snímku z Obrázku 3.3
3.2.2 Popis extrahovaných príznakov
V predchádzajúcej kapitole bola opísaná segmentácia dát, ktorej výstupom by mali byť
regióny snímok obsahujúce jednotlivé bunkové jadrá. Tieto regióny sú následne spracová-
vané rôznymi algoritmami, ktorých cieľom je vyextrahovať vlastnosti skúmaného regiónu.
Výsledkom spracovania je jedinečný vektor príznakov pre každý segment. Aby mohol lekár
využívajúci systém pre vizualizáciu dát z bunkových jadier rozhodnúť o diagnóze, je po-
trebné, aby boli vizualizované dáta relevantné pre rozhodnutie. Voľba vhodných extrahova-
ných príznakov je preto dôležitou časťou automatizácie identifikácie Turnerovho syndrómu.
Extrakcii vektoru príznakov z bunkového preparátu sa venujú napríklad [23], [33], [6], [8].
Zložitejšie techniky vyhodnocovania signálov metódy FISH sú obsahom [22]. Porovnáva
účinnosť rôznych techník – neurónové siete, Bayesovské neurónové siete, support vector
machines a naivný Bayesovský klasifikátor.
Extrakcia príznakov sa dá rozdeliť na dve samostatné fázy. Separátne sa extrahujú vlast-
nosti bunkových jadier a vlastnosti fluorescenčných signálov, ktoré sa v jadre nachádzajú.
K výslednému vektoru príznakov bunkového jadra teda pripadá aj vektor príznakov signá-
lov, ktoré jadro obsahuje. Jednotlivé vlastnosti môžu byť založené na rôznych základoch:
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geometrické vlastností regiónov, farba, intenzita jasu, textúra, vzájomná poloha a podobne.
Následujúce vlastnosti sú založené na geometrii útvarov.
Obvod a obsah Medzi klasické vlastnosti založené na geometrii objektu sa dá zaradiť
obvod a obsah – základné geometrické vlastnosti bunkového jadra. Používajú sa aj pri
vyhodnotení niektorých nasledujúcich vlastností.
Polomer Polomerom bunky sa myslí polomer kruhu s rovnakým obsahom, keďže bunky
nemajú vždy kruhový tvar.
Kompaktnosť Mieru podobnosti jadra s kruhom vyjadruje kompaktnosť. K tomu sa
využíva rovnica 3.2 používaná aj pre jednoduchú identifikáciu kruhových tvarov:
y =
4× pi × S
o2
(3.2)
kde S je obsah jadra a o jeho obvod. Príznakom je možné separovať jadra nepravidelných
tvarov alebo prekrývajúce sa bunky, ktoré sú nevhodné k určeniu diagnózy. Presnosť pre
útvary malých rozmerov, ktorých rozlíšenie je nízke, je skreslená, čo vyplýva zo samotnej
podstaty rastrového obrazu [33].
Konkávnosť Ďalší faktor popisujúci tvar jadra je konkávnosť. Vo všeobecnosti by bunky
použité k diagnostike mali byť v istej miere konvexné. Príznakom je možné filtrovať bunky
ktoré túto mieru prekračujú a sú tak nevhodné k diagnostike. Typickým prípadom sú bunky
vo fáze mitózy. Konkávnosť sa vyhodnocuje ako pomer obsahu objektu a obsahu konvexnej
obálky (PCAF – Percent Concave Area Fraction, rovnica 3.3), prípadne ako pomer obvodu
objektu a obvodu konvexnej obálky [24].
PCAF = 100× Ac −A0
A0
(3.3)
Hladkosť Hladkosť je príznak, ktorý popisuje tvar objektu nasledujúcim spôsobom. Naj-
skôr je nájdené ťažisko objektu. V ďalšom kroku sa vypočítajú vzdialenosti všetkých okrajo-
vých bodov objektu od ťažiska (Obrázok 3.5). Hladkosť tvaru sa potom vyjadrí ako vážená
štandardná odchýlka týchto vzdialeností [33].
Symetria Príznak symetria popisuje symetrickosť jadra (Obrázok 3.5). K jeho vyhod-
noteniu je najskôr potrebné nájsť hlavnú os objektu. Následne sú merané rozdiely vzdia-
leností protiľahlých bodov okraja útvaru od hlavnej osi. Výsledkom je vážená štandardná
odchýlka všetkých rozdielov vzdialeností. Špeciálne treba ošetriť situáciu, kedy hlavná os
pretína okraj objektu z dôvodu konkávnosti.
Fraktálna dimenzia Fraktálna dimenzia sa aproximuje použitím metódy uvedenej v [33].
Obvod objektu je iteratívne vyhodnocovaný za použitia úsečiek s narastajúcou veľkosťou. S
použitím čoraz väčších úsečiek sa obvod objektu zmenšuje. Zobrazením týchto premenných
na logaritmickej mierke a vyhodnotením sklonu grafu dostaneme aproximáciu fraktálnej
dimenzie. Vyššia hodnota znamená nepravidelnejší tvar a tým nevhodnejšiu bunku k dia-
gnostike (Obrázok 3.6).
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Obrázek 3.5: Znázornenie výpočtu hladkosti a symetrie objektu. (Zdroj : [33])
Obrázek 3.6: Sekvencia meraní fraktálnej dimenzie objektu. (Zdroj : [33])
Rozptyl jasu Ďalšie príznaky založené na negeometrických vlastnostiach sa dajú získať
analýzou jasu a textúry. Medzi jednoduchú metódu popisu jasu vybranej oblasti sa dá
zaradiť vyhodnotenie rozptylu hodnôt jasu. Kvalitná snímka vhodnej bunky s významnou
informačnou hodnotou bude mať menší rozptyl hodnôt jasu. Tým je možné ju odlíšiť na-
príklad od zhluku chromozómov jadra v metafáze. Predpokladom však sú kvalitné snímky
bez šumu, ktorý by výrazne ovplyvnil výsledok.
LBP Pri extrakcii vlastností objektu sa dajú uplatniť aj sofistikovanejšie spôsoby analýzy
textúry používané v spracovaní obrazu. Medzi známe metódy patrí LBP analýza textúry
(Local Binary Patterns), dobre popísaná v [13]. Tá je často využívaná napríklad pre kla-
sifikáciu v počítačovom videní. Princípom je numerické porovnanie každého pixelu oblasti
s jeho okolím. V závislosti na výsledkoch porovnaní sú postupne za sebou zapisované jed-
notky alebo nuly. Tým dostaneme binárne číslo, ktoré sa zvyčajne prevádza do desiatkovej
sústavy. Opakovaním algoritmu pre všetky pixely vytvoríme histogram, ktorý odráža tex-
úru oblasti. Tento histogram tvorí vektor príznakov, ktorý je možné použiť pre klasifikáciu.
LBP je možné vyhodnocovať pre rôzne veľké okolie a existuje množstvo modifikácií me-
tódy[13]. Za jednu z najjednoduchších foriem sa dá považovať LBP s mriežkou o veľkosti
2×2 pixely. Navzájom sa porovnávajú pixely v riadkoch a v diagonálach. Výsledkom týchto
štyroch porovnaní je teda štvorbitový vektor. Iné, podobne jednoduché vyhodnotenie, vy-
užíva porovnanie pixelu s jeho štvorokolím (Obrázok 3.7). Vďaka jednoduchosti a dobrým
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rozlišovacím schopnostiam či odolnosti voči zmenám osvetlenia je algoritmus často použí-
vaný napríklad pri rozpoznávaní biometrických vzorov [35].
Obrázek 3.7: Porovnanie horizontálnych pixelov, diagonálnych pixelov a štvorokolia v me-
tóde LBP
Počet signálov Špecifickým príznakom je počet signálov v jadre. Má rozhodujúci vplyv
na diagnostiku. Po lokalizácii signálov v obraze sú signály priradené bunkám v ktorých sa
nachádzajú. V prípade, že sa v jadre nachádza iba 1 signál, môže sa jednať o Turnerov syn-
dróm. 2 signály znamenajú zdravú bunku. Ak jadro obsahuje 0 alebo viac, než 2 signály, ide
s najväčšou pravdepodobnosťou o prekrývajúce sa bunky alebo chybne zvýraznené signály.
Signálové príznaky Medzi príznaky popisujúce fluorescenčné signály by sa vo všeobec-
nosti dali zaradiť rovnaké atribúty ako v prípade bunkových jadier. Vzhľadom na menší
počet pixelov reprezentujúcich signály môžu byť niektoré atribúty ako hladkosť alebo frak-
tálna dimenzia skreslené a strácajú na význame. Kedže signály sú zväčša kruhového alebo
elipsovitého tvaru, geometrické vlastností ako kompaktnosť alebo konvexnosť sú vhodné
k nájdeniu signálov, ktoré sú chybné alebo sa prekrývajú. K ich vyhodnoteniu je potrebné
určiť obsah a obvod. Nadpriemerný obsah tiež môže naznačovať superpozíziu viacerých sig-
nálov. Faktorom, ktorý môže významne poukazovať na kvalitu zvýraznenia signálov je ich
intenzita. Kvalitne vyznačený signál je jasný. K tomu je vhodné určiť maximálnu a pri-
emernú intenzitu jasu signálu. Významným príznakom, ktorý sa týka polohy signálu je
poloha v rámci jadra, určená ako vážená vzdialenosť signálu od okraja jadra vzhľadom na
ťažisko jadra. V prípade, že signál zasahuje mimo jadro, ide zrejme o nekompletné jadro.
Taký signál a jadro sú nevhodné pre diagnostiku. Vzdialenosť medzi dvoma signálmi v jadre
by mala spĺňať istý prah. U signálov príliš blízko seba hrozí, že ide o jeden deformovaný
signál.
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Kapitola 4
Vizualizácia dát
Vizualizácia dát je odvetvie počítačovej grafiky, ktoré sa zaoberá grafickým zobrazením
informácií. Potreba efektívne vizualizovať informácie sa prirodzene vyvinula s narastajúcou
schopnosťou zbierať rozsiahle a komplexné dátové súbory. Pod pojmom vizualizácia sa dá
rozumieť množstvo reprezentácií, či už formou tabuliek, grafov, počítačových modelov, textu
alebo zložitejšími technikami. Objekty spracovávané v rôznych oblastiach však so sebou
často nesú viacero premenných, ktoré popisujú ich vlastnosti. Táto vlastnosť sa dá nazvať
ako viacrozmerná povaha tohto objektu, ktorá bola podkladom pre vznik viacrozmernej
grafickej analýzy. Keďže vnímanie človeka je obmedzené iba na 3 dimenzie, viacrozmerná
grafická analýza sa snaží vlastnosti objektu popísané vo viacerých dimenziách upraviť tak,
aby boli ďalej jednoduchšie spracovateľné. V následujúcich kapitolách budú zhrnuté rôzne
kategórie a techniky vizualizácie a bližšie popísaná metóda paralelných súradníc.
4.1 Typy vizualizácie dát
Podľa [12] sa dá vizualizácia v súčasnej dobe rozdeliť na niekoľko hlavných celkov. Pr-
vým z nich je vizualizácia informácií, ktorá sa začala vyvíjať v deväťdesiatych rokoch 20.
storočia [30]. Je všeobecne aplikovaná k vizuálnej reprezentácii veľkého počtu nečíselných
alebo heterogénnych informácií. Príkladom môže byť zobrazenie riadkov a súborov zdrojo-
vého kódu softvérových systémov, zobrazenie bibliografických databáz alebo vzťahov medzi
uzlami v počítačovej sieti. Ďalším celkom je vedecká vizualizácia, ktorá sa primárne zaoberá
vizualizáciou 3 a viac rozmerných dát. Dôraz je obzvlášť kladený na realistické vykreslenie.
Uplatnenie nájde v mnohých oblastiach, ako sú zobrazovanie medicínskych, architekto-
nických, meteorologických, biologických a ďalších dát. Zvyšnými okrajovými celkami sú
vizuálny dizajn a informačná grafika, prvýkrát použitá v roku 1982 v periodiku The USA
Today na zobrazenie jednotvárnych a nezrozumiteľných informácií o počasí [12].
Kategóriou, ktorou sa zaoberá táto práca, je vedecká vizualizácia odborných dát. Sú-
bory vedeckých dát určených k vizualizácií sú často multidimenzionálne. K ich zobrazeniu
je navrhovaných niekoľko kategórií techník [13]. Prvou sú techniky rekonfigurácie súradníc,
ako sú paralelné súradnice a glyfy, ďalej techniky vnorovania dimenzií ako ”dimensional
stacking”popísané v [20] alebo ”worlds within worlds”popísané v [11], metódy založené
na rozčlenení dimenzií ako ”scatterplots”[7], alebo techniky redukcie dimenzií ako multidi-
menzionálne škálovanie [36], ”principal component analysis”[16] a samoorganizujúce mapy
[19].
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4.2 Vybrané metódy vizualizácie viacrozmerných dát
4.2.1 Bertinove permutačné matice
Jednou z metód, ktoré sa využívajú k vizualizácii viacrozmerných dát je metóda založená na
myšlienke dosiahnuť, aby grafický symbol okrem uchovania číselných hodnôt či informácií
o veľkosti, umožňoval aj okamžitú analýzu hodnôt. S myšlienkou vytvoriť takúto metódu
prišiel v 60. rokoch minulého storočia J. Bertin a táto metóda využíva teda tzv. Berti-
novu maticu [28]. Bertinova matica je ako bežná dátová matica, avšak s tým rozdielom,
že namiesto čísel obsahuje grafické symboly. Obvykle majú tieto grafické symboly formu
stĺpčeka. Stĺpček, ktorého hodnota je vyššia, než vopred zadaná prahová hodnota býva na-
vyše farebne odlíšený, čo značne zjednodušuje orientáciu v grafe a tiež jeho čítanie (Obrázok
4.1).
Obrázek 4.1: Vizualizácia dát pomocou Bertinovej matice.
Pri konštrukcii Bertinových matíc sa výsledný graf zvyčajne ešte upravuje tak, aby bol
čo najprehľadnejší a jeho interpretácia sa zjednodušila na maximum. Takáto úprava tak
umožňí okamžite vizuálne analyzovať graf, čím sa dajú zistiť doposiaľ neodhalené vlastnosti
o spracúvaných dátach. Sprehľadňovanie grafu podľa Bertinovej stratégie je realizované pro-
stredníctvom preskupovania informácií z pôvodnej matice tak, aby bola táto matica tvorená
homogénnejšími zatiaľ neznámymi štruktúrami. Toto preskupovanie sa zvyčajne vykonáva
permutáciami riadkov a stĺpcov pôvodnej matice. Jeden z krokov k zlepšeniu čitateľnosti
grafu je teda preskupiť jeho riadky a stĺpce tak, aby tie členy, ktoré sú si hodnotami po-
dobné, ležali jeden vedľa druhého. Takáto úprava nijako nezmení obsahovú hodnotu grafu.
To, ako je graf usporiadaný, umožňuje rôzny pohľad na dáta, ktoré sú analyzované. Vďaka
tomuto preskupovaniu je teda možné zodpovedať rôzne otázky, ktoré sa spracovania súboru
dát týkajú. Veľkou výhodou je, že každá konfigurácia získaná odlišným preskupením riadkov
a stĺpcov matice môže odhaľovať nové a nové vlastnosti spracúvaných dát. Metóda Berti-
nových matíc je vhodná pri získavaní informácií o vzťahoch medzi prípadmi a premennými,
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pretože umožňuje simultánnu analýzu vzťahov medzi nimi. Tento typ analýzy umožňuje
získať užitočné informácie o tom, akým spôsobom sú prepojené objekty riadkové a objekty
stĺpcové. Iné metódy sú tieto informácie schopné získať iba veľmi obtiažne alebo vôbec,
preto metóda Bertinových matíc v tejto oblasti vyniká. V prípade väčších úloh, u ktorých
je potrebné vizualizovať dáta je manuálna realizácia tejto metódy náročná a preskupova-
nie riadkov a stĺpcov v matici je vhodné vykonávať automaticky na základe vytvorených
algoritmov. Táto automatizácia však vyžaduje formalizáciu grafov Bertinových matíc.
Metóda Bertinových matíc nachádza využitie v mnohých oblastiach. Vizualizácia vyu-
žitím týchto matíc nie je limitovaná iba na zobrazenie klasickej dátovej matice, prípadne
len určitého typu premenných. Ako príklad všestrannosti využitia môžme uviesť Obrázok
4.2, na ktorom sú zobrazené výsledky 9 referend pre 41 oblastí v Írsku. Výhodou tejto me-
tódy vizualizácie je jej rozšírenosť a voľná dostupnosť prostredníctvom rôznych grafických
nástrojov prístupných voľne na internete.
Obrázek 4.2: Vizualizácia dát pomocou Bertinovej matice. 1
4.3 Paralelné súradnice
Využitie paralelných súradníc sa radí medzi vizualizačné techniky zaoberajúce sa multidi-
menzionálnymi problémami. Metóda paralelných súradníc sa začala vyvíjať v 80. rokoch
minulého storočia, odkedy prešla značným vývojom a našla si miesto využitia vo viacerých
oblastiach [13].
Pri realizácii metódy je každá dimenzia dát reprezentovaná horizontálnou alebo verti-
kálnou osou. Tieto osi sú organizované ako rovnomerne rozložené úsečky. Počet úsečiek N
korešponduje s počtom dimenzií N, s ktorým v zadanom probléme pracujeme. Dátový prvok
v tomto N-rozmernom priestore je mapovaný ako lomená úsečka, ktorá prechádza krížom
cez všetky osi. Každú z osí pretína v mieste zodpovedajúcom hodnote v dimenzii zadanej
danou osou. Paralelné súradnice majú výhodu oproti klasickým ortogonálnym. Tým, že sú
1(Zdroj: http://nativesystems.inf.ethz.ch/pub/Main/FelixFriedrichPublications/Bertin.pdf)
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vertikálne osi v tejto metóde uložené jedna vedľa druhej, počet dimenzií, ktoré je potrebné
zobraziť je obmedzený iba horizontálnym rozlíšením monitora. u paralelných súradníc nie
je potrebné riešiť otázku dimenzionality, ale faktom je, že keď sa osi k sebe priblížia, môžu
sa stať štruktúry horšie pozorovateľné, rovnako ako vzťahy dát. Jednou z podstatných vý-
hod paralelných súradníc ostáva jednoduché označenie miest korelácie medzi premennými
a súborom dát. Pri aplikácii paralelných súradníc na veľký súbor dát vzniká pre užíva-
teľa problém obtiažneho skúmania vzniknutej štruktúry, ktorá je v tomto prípade pomerne
neprehľadná. Existuje hneď niekoľko možností, ako zlepšiť čitateľnosť výstupu získaného
použitím paralelných súradníc [5].
4.3.1 Metódy zvýšenia čitateľnosti paralelných súradníc
Dobrý prehľad techník používaných na zvýšenie čitateľnosti je možné získať z článkov [26]
a [13], z ktorých vychádza nasledujúci popis.
Miešanie je jednou z metód zjednodušujúcich čitateľnosť. Okrem toho je jeho výhodou
aj to, že prináša niektoré nové informácie, ktoré doteraz neboli viditeľné. Princíp je založený
na zvyšovaní jasu čiar s ich zvyšujúcou sa hustotou (Obrázok 4.3).
Ďalšou užitočnou metódou pre zlepšenie čitateľnosti je zafarbovanie častí výstupných
lomených čiar. Zvolená časť dát je zvýraznená pomocou zmeny farby voči ostatným. Tým
sú zvýraznené čiary predstavujúce množinu s rovnakými vlastnosťami.
Obrázek 4.3: Zvýšenie čitateľnosti paralelných súradníc pomocou miešania. Oblasti s vyššou
hustotou čiar sú jasnejšie. 3
Inou metódou vedúcou k zlepšeniu čitateľnosti, ktorá sa často kombinuje so spomína-
ným zafarbovaním je metóda, ktorá dáta obyčajne zobrazované ako lomené čiary zobrazuje
pomocou hladkých a oblých kriviek. Tieto oblé krivky umožnia lepšie zobraziť miesta,
kde dochádza ku kríženiu jednotlivých kanálov dát a tým zjednodušujú celkovú čitateľnosť
grafu paralelných súradníc.
3(Zdroj: http://joules.kkdevs.com/wp-content/uploads/2012/02/isabel 50x50x10.png)
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V prípadoch, kedy je cieľom zistiť rozloženie informácií z viacerých dimenzií vzhľadom k
určitým podmienkam, je vhodné použiť ďalšiu z existujúcich metód zlepšenia čitateľnosti. Je
to metóda, pri ktorej sú lomené čiary v stredových pasážach medzi jednotlivými paralelnými
osami svetlejšie, než v miestach, kde sa s osami pretínajú. Metóda navyše v miestach, kde
sú informácie husto sústredené, využíva väčší centrálny uhol, než pri miestach obsahujúcich
menšiu hustotu dát.
Iná metóda zlepšenia čitateľnosti pracuje na princípe zväčšenia častí osí s väčším množstvom
informácií a naopak zmenšenia tých častí, kde sa informácie nevyskytujú v takej vysokej
miere. Postup je pomerne jednoduchý a založený na tom, že okrajové časti jednotlivých osí,
ktoré sa nepretínajú s krivkami predstavujúcimi informácie, sú odstránené a centrálna časť
s nahustenými informáciami je roztiahnutá na pôvodnú dĺžku osi. Táto nie zložitá úprava
čitateľnosť grafu značne vylepší. Tieto metódy zlepšujúce čitateľnosť je možné aj vzájomne
kombinovať s cieľom dosiahnuť lepšie výsledky.
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Kapitola 5
Implementácia
Nasledujúca kapitola sa venuje realizácii zadania. Najskôr je predstavený navrhovaný postup
a následne implementácia postupu. Ďalšie kapitoly obsahujú zhrnuté dosiahnuté výsledky
a záver.
5.1 Cieľ a požadované vlastnosti
Cieľom je implementovať vizualizačnú aplikáciu, ktorá by uľahčila proces diagnostiky Tur-
nerovho syndrómu v lekárskom prostredí. Ako bolo zhrnuté v kapitole 3, navrhovaný postup
práce zahŕňa procesy predspracovania snímok a segmentácie buniek, extrakciu príznakov
a ich následnú vizualizáciu. Vo výsledku sa aplikácia skladá z dvoch samostatných častí –
program, ktorý extrahuje dáta z obrazu a program, ktorý ich vizualizuje. Schéma celého
systému automatizácie je na Obrázku 5.1. Diplomová práca implementuje časti schémy
”Extrakcia príznakov”a ”Vizualizácia”.
Implementácia predspracovania a extrakcie príznakov zo snímok bunkových preparátov
sa zameriava na extrakciu tých príznakov, ktoré majú význam pri diagnostike Turnerovho
syndrómu. Výsledkom extrakcie je súbor číselných hodnôt, ktoré podrobne popisujú vlast-
nosti jednotlivých buniek. Pretože proces extrakcie príznakov stačí aplikovať na nasnímané
preparáty iba jedenkrát, nie je nutné klásť nároky na rýchlosť spracovania snímok.
Tieto údaje môžu byť potom použité k vizualizácii. Vzhľadom na množstvo príznakov,
ktoré je potrebné zobraziť, je vhodné použiť metódy vizualizácie, ktoré poskytujú mož-
nosť prehľadne zobraziť veľké množstvo viacdimenzionálných dát. Tieto vlastnosti spĺňa
zobrazenie dát paralelnými súradnicami. Aplikácia, ktorá bude súbor extrahovaných prí-
znakov spracovávať a vizualizovať, by mala k vstupným dátam pristupovať univerzálne.
Tak by ju bolo možné využiť aj pri vizualizácii iných príznakov, ako tých, ktoré sú súčasťou
tejto práce. To by malo význam z pohľadu určovania iných diagnóz. Vizualizácia by mala
ponúkať intuitívne a pohodlné užívateľské rozhranie s možnosťou výberu aplikovaných prí-
znakov, filtrácie vybraných buniek podľa hodnôt, škálovanie súradnicových osí a zobrazenie
vybraných snímok buniek. Aplikácia by mala byť natoľko intuitívna, aby ju vedel použiť aj
bežný užívateľ z lekárskeho prostredia. Implementovaná by mala byť s dôrazom na to, aby
významne urýchlila časovo náročný proces analýzy veľkého množstva snímok preparátov
pri diagnostike. Aby bola práca v programe efektívna a užívateľsky príjemná, mala by byť
schopná pracovať s veľkým množstvom vstupných dát v reálnom čase a to bez negatívneho
vplyvu na odozvu užívateľského prostredia.
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Obrázek 5.1: Schéma systému automatizácie identifikácie Turnerovho syndrómu. Diplomová
práca zahŕňa časti ”Extrakcia príznakov”a ”Vizualizácia”.
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5.2 Extrakcia príznakov
Proces extrakcie príznakov je postupne aplikovaný na každý obraz z celej množiny snímkov,
ktoré majú byť vizualizované. Pre každý snímok je po extrakcii vlastností vytvorený súbor
CSV, ktorý obsahuje vektor príznakov pre každú nájdenú bunku v obraze, jej súradnice
v rámci snímky a rozmery. Tento výstup je následne použitý ako vstup do aplikácie, ktorá
príznaky vizualizuje.
5.2.1 Predspracovanie a segmentácia regiónov
Pre implementáciu predspracovania, segmentácie a extrakcie bol zvolený program MATLAB.
Vstupom do programu je jeden snímok bunkového preparátu. Extrakcii predchádza proces
predspracovania. Snímky, ktoré boli použité ako vstup v tejto práci, obsahujú určitú mieru
šumu. Ten negatívne ovplyvňuje segmentáciu a môže spôsobiť nepresnosti ako sú nekom-
paktné okraje, v extrémnom prípade chybné rozdelenie jednej segmentovanej oblasti na
niekoľko menších. Takáto odchýlka by sa v konečnom dôsledku mohla odraziť na výraz-
nom skreslení hodnôt extrahovaných vlastností. K redukcii šumu bola použitá mediánová
filtrácia. Maska s veľkosťou 9x9 pixelov vykazovala najlepšie výsledky, menšie masky ne-
majú dostatočný efekt a väčšie už môžu vytvárať nechcené spoje medzi bunkami, ktoré sú
blízko seba. Pôvodný výsledok segmentácie a výsledok po redukcii mediánovým filtrom je
znázornený na Obrázku 5.2.
Obrázek 5.2: Hranice objektov pred a po vyhladení mediánovým filtrom.
Po redukcii šumu následuje fáza segmentácie. Ako je vidieť na Obrázku 3.3, väčšina
informácií o bunkách v snímke preparátu je zachytená v B zložke RGB obrazu. Zložky R
a G obsahujú minimum informácií. Preto je pre segmentáciu buniek použitý iba B kanál.
K binarizácii obrazu bol využitý algoritmus Otsu. Jeho výhodou je jednoduchosť a rých-
losť. Vzhľadom na predpoklad, že vstupné snímky budú jednotne zhotovené a budú mať
podobný charakter, je Otsu algoritmus dostatočný pre segmentovanie. Robustnejšie me-
tódy by bolo výhodné použiť v prípade, že by vstupné snímky nemali jednotný charakter.
Binarizácia prebieha po adaptívnom určení prahu z histogramu snímku. Otsu algoritmus
rozdelí histogram obrazu na dve časti tak, aby minimalizoval kombinovaný rozptyl hodnôt
z oboch častí histogramu (Rovnica 3.1). Snímky, ktoré chceme segmentovať, sa skladajú
prevažne z veľkých homogénnych plôch, ktoré tvoria bunky a pozadie. Preto algoritmus pri
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oddelení buniek od pozadia dáva vynikajúce výsledky; algoritmus Otsu vyhodnotí prah tak,
že oddelí tieto homogénne plochy (Obrázok 5.3). Princíp Otsu algoritmu je podrobnejšie
popísaný v kapitole 3.
Obrázek 5.3: Rozdelenie histogramu algoritmom Otsu.
Výstup z binarizácie Otsu je potrebné ešte upraviť, než začne samotná extrakcia prí-
znakov. Vysegmentované bunky často obsahujú malé plochy, ktoré sú chybne označené ako
pozadie (Obrázok 5.4). Táto chyba je odstránená semienkovým vyplnením. Plochy, ktoré
treba vyplniť, sú identifikované aplikáciou semienkového vyplňovania na pozadie. Hľadané
plochy, ktoré sú vnútri buniek, ostanú nezafarbené. Na tieto plochy je potom v pôvodnej
binárnej snímke aplikované semienkové vyplnenie. V ďalších krokoch sú odstránené plo-
chy, ktoré obsahom nespĺňajú stanovený prah. Ten závisí na rozlíšení snímok. Pri veľkosti
vstupných snímkov 730 na 572 pixelov bol nastavený na 800 pixelov. Tým sú odstránené
artefakty obrazu chybne vysegmentované ako bunky a tiež väčšina buniek v mitóze, ktoré
nie sú žiadúce (Obrázok 2.2). Ďalšie bunky, ktoré je nutné odstrániť, sú tie, ktoré zasahujú
mimo snímku. Príznaky takých buniek by nezodpovedali skutočnosti, preto sú všetky plo-
chy, ktoré sa nachádzajú na okrajoch snímky, označené ako pozadie. Na zvyšné regióny sú
aplikované algoritmy extrakcie príznakov.
Obrázek 5.4: Segmentované oblasti s nevyplnenou oblasťou.
5.2.2 Extrakcia príznakov z buniek
Ako vlastnosti buniek, ktoré sú dôležité pri diagnostike Turnerovho syndrómu, boli určené
nasledujúce – obsah, obvod, kompaktnosť, excentricita, konkávnosť, hladkosť, počet signá-
lov, histogram z 4-bitového LBP algoritmu a vlastnosti signálov ktoré bunka obsahuje. Ich
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podrobnejší popis je obsahom kapitoly 3. Pre vstupný región je obsah určený ako počet jeho
pixelov, obvod ako počet okrajových pixelov. Z obsahu a obvodu je vyhodnotená kompakt-
nosť pomocou rovnice 3.2. Tá môže nadobúdať hodnoty od 0 do 1, pre regióny s tvarom
podobným kruhu sa táto hodnota blíži hodnote 1. Excentricita elipsy je pomer vzdialenosti
medzi ohniskami elipsy a jej hlavnou osou. Excentricitou regiónu sa myslí hodnota excentri-
city elipsy, ktorá má rovnaký druhý moment ako daný región [23]. Môže nadobúdať hodnoty
0 až 1. Pre okrajové hodnoty platí, že elipsa s excentricitou 0 je kruh, elipsa s hodotou 1 je
úsečka. Konkávnosť bunky je určená pomocou vzorca 3.3. Pre výpočet hladkosti regiónu sa
najskôr určí vzdialenosť každého okrajového bodu od ťažiska objektu. Hladkosť sa vyjadrí
ako vážená štandardná odchýlka týchto vzdialeností.
Predchádzajúce paramtere sú založené na geometrii regiónu. Bunky, ktoré sú relevantné
pri diagnostike Turnerovho syndrómu, majú oblý tvar. Nastavením geometrických vlast-
ností sa vo vizualizačnej aplikácii dajú filtrovať bunky, ktoré majú atypický tvar, zhluky
chromozómov jadra v metafáze alebo bunky ktoré sa navzájom prekrývajú.
Experimentálny príznak, ktorým by sa malo dať selektovať bunky s podobnou textúrou
je histogram 4-bitového LBP algoritmu (Kapitola 3). Porovnaním hodnôt susedných pixelov
je získaný vektor hodnôt popisujúci textúru regiónu (Obrázok 3.7). To sa vo všeobecnosti
využíva ku klasifikácii textúr. Pre prípad selekcie buniek s požadovanými vlastnosťami je
možné nastavením intervalov hodnôt pre každý zo 4 hodnôt vektora vybrať bunky, ktoré
zodpovedajú užívateľovej predstave o štruktúre povrchu bunky.
Obrázek 5.5: Výstupný obraz z Matlabu. Selektované bunky a ich signály spolu s centrálnou
osou.
Pre vizualizáciu pomocou paralelných súradníc je nutné, aby bol počet príznakov rov-
naký pre každú bunku. Pretože bunky obsahujú premenlivý počet signálov, príznaky ex-
trahované zo signálov bunky sú priemerované zo všetkých, ktoré obsahuje. Medzi tieto
vlastnosti je zaradená veľkosť, priemerná intenzita a poloha signálu v bunke. Proces vy-
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hľadania signálov je obsahom nasledujúcej sekcie. Pre rozhodnutie o diagnóze je potrebné
poznať počet signálov v bunke. Po nájdení signálov v snímke je na základe polohy signálu
určené, ku ktorej bunke patrí. Prekrývajúce sa bunky sú pritom prekážkou, keďže počet
buniek v segmentovanej oblasti a k nim prisluchajúce signály nie je vždy možné určiť.
Kombináciou predchádzajúcich príznakov je vo veľkej miere možné vyfiltrovať bunky, ktoré
sa prekrývajú. Bunky ktoré obsahujú 0 alebo 3 a viac signálov je vhodné počas diagnostiky
tiež vyfiltrovať. Zvyšné bunky s jedným alebo dvoma signálmi sú tie, ktoré sú brané do
úvahy pri rozhodovaní o diagnóze.
5.2.3 Extrakcia príznakov zo signálov
Extrakcii príznakov zo signálov predchádza podobný proces ako pri extrakcii z buniek.
Vzhľadom na to, že vyhladené okraje signálov nie sú potrebné, a tiež vzhľadom na malé roz-
mery signálov, je fáza mediánovej filtrácie vynechaná. Signály zvýraznené metódou FISH sú
zafarbené do červena (Obrázok 3.3). Preto je pri práci so signálmi využitá R zložka snímky.
Segmentovanie je opäť realizované algoritmom Otsu. Po vyplnení neoznačených častí vn-
útri označených častí rovnakým spôsobom ako v prípade segmentácie buniek sú odstránené
signály malých rozmerov. Prah, ktorý rozhoduje o tom, či je daná oblasť signál, je nasta-
vený na hodnotu 20. Tým sa odfiltrujú malé zhluky pixelov, ktoré nie sú signál. Rovnako
segmentované oblasti, ktoré sa nachádzajú mimo bunky, sú vyradené zo zoznamu signálov.
V prípade, že počet vysegmentovaných oblastí signálov vysoko prekračuje počet buniek,
je takýto obraz zrejme vysoko zašumený a snímka nie je ďalej spracovávaná. Koeficient
maximálneho počtu signálov na bunku je empiricky nastavený na hodnotu 4.
Zvyšné oblasti sú považované za signály a sú z nich extrahované príznaky. Ich geometria
nie je tak významná ako v prípade buniek. Medzi dôležité vlastosti boli zaradené následuj-
úce tri. Veľkosť signálu je určená ako počet pixelov, ktoré ho tvoria. Priemerovaním ich jasu
je získaná intenzita signálu. Poloha signálu v bunke je zachytená pomocou posledného para-
metera. Pomerom medzi vzdialenosťou ťažiska signálu od okraja bunky a od ťažiska bunky
je vyjadrené, ako hlboko vnútri bunky sa signál nachádza. Tým sa dajú vyfiltrovať bunky,
u ktorých existuje istá pravdepodobnosť, že signál bunke nepatrí, pretože sa nachádza príliš
blízko okraja.
5.3 Vizualizácia
Vizualizácia dát bola implementovaná v jazyku C++ s využitím grafickej knižnice OpenGL
2.1 v prostredí OS Linux. Pre načítanie obrázkov bola využitá knižnica OpenCV verzie 2.3.
Program podporuje všetky bežné formáty obrázkov, podporované danou verziou OpenCV.
Vďaka zvoleným nástrojom je výsledná aplikácia dostatočne rýchla a jednoducho porto-
vateľná na rôzne platformy. Program pri spustení očakáva zadaný súbor s extrahovanými
vektormi príznakov, súbor obsahujúci zoznam snímkov preparátu spolu s ich absolútnymi
súradnicami a cestu k snímkom.
5.3.1 Vizualizácia príznakov
K vizualizácii multidimenzionálnych dát, bola použitá metóda paralelných súradníc.
Počet osí zodpovedá veľkosti vektoru vo vstupnom súbore. Osi sú zobrazené ako rovno-
merne rozložené vertikále úsečky. Na tieto osi sú nanesené normalizované hodnoty vektorov
príznakov formou lomených úsečiek. Počet osí je automaticky prispôsobený počtu dimenzií
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vstupných dát. Ten nie je natoľko vysoký, aby spôsobil na bežne veľkom monitore horšiu
čitateľnosť, avšak aby bolo možné lepšie pozorovať vzťahy medzi dátami, program dovoľuje
vypnúť zobrazovanie zvolených osí. Predpokladá sa, že v programe bude vizualizované veľké
množstvo dát. Preto boli implementované metódy z kapitoly 4, ktoré zvýšia čitateľnosť
štruktúr a závislostí v dátach (Obrázok 5.6). Pomocou miešania sa zvýraznia dáta s vyššou
hustotou. Už táto jednoduchá technika môže naznačiť, či v preparáte prevládajú zdravé
alebo defektné bunky. Z hľadiska práce s programom má význam technika zafarbovania.
Každá os má nastaviteľnú hornú a spodnú hranicu, ktorou sú selektované bunky s požadova-
nými vlastnosťami. Selektované lomené úsečky sú farebne odlíšené od ostatných. Vybrané
bunky je potom možné podrobnejšie analyzovať. Pre zvýšenie čitateľnosti majú osi tiež
možnosť inverzie hodnôt a roztiahnutia zvolenej časti osi po celej dĺžke vertikálnej úsečky,
čím sa zvýši rozostup hodnôt na osi. Poradie osí zodpovedá poradiu vo vstupnom súbore.
Okrem toho aplikácia obsahuje niekoľko náhodných permutácií poradia osí, ktoré je možné
použiť.
Obrázek 5.6: Zobrazenie vektorov príznakov pomocou paralelných súradníc.
5.3.2 Užívateľské rozhranie
Po spustení aplikácie je načítaný vstupný CSV súbor s príznakmi buniek a zoznam súborov
so snímkami. Všetky súbory v zozname sú pri inicializácii postupne načítané a hodnoty
príznakov sú normalizované. Aplikácia následne prejde do prvého z celkovo troch grafických
módov.
Po spustení a inicializácii je zapnutý mód paralelných súradníc popísaný v predchá-
dzajúcej sekcii. Skladá sa z hlavného okna, ktorý obsahuje paralelné súradnice, a bočného
panelu. Osi paralelných súradníc je možné vypnúť pravým tlačidlom myši. Aktuálne roz-
loženie hraníc selekcie na osách paralelných súradníc je možné uložiť alebo obnoviť použi-
tím tlačidiel užívateľského rozhrania. Po spustení obsahuje bočný panel permutácie osí, dá
sa však prepnúť na zobrazenie jednotlivých buniek. Zobrazujú sa ako výrezy z obrázkov,
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ktoré užívateľ selektoval na základe požadovaných vlastností pomocou paralelných súrad-
níc. Vstupný súbor CSV obsahuje okrem vektoru príznakov aj súradnice a veľkosť bunky
a obrázok, v ktorom sa nachádza. Pri výbere buniek na osách sú načítané obrázky buniek,
ktoré spĺňajú dané vlastnosti. Z nich je vyrezaný výsek obsahujúci vybranú bunku a ten je
zobrazený na bočnom paneli. Selektované bunky sú zobrazené nad sebou a je možné nimi
listovať (Obrázok 5.7). To dáva užívateľovi okamžitú odozvu, či parametre, ktoré nastavil,
spĺňajú predstavu o množine buniek, ktoré chce zobraziť. Kliknutím na bunku sa aplikácia
prepne do módu mapy preparátu so zameraním na miesto, kde sa bunka nachádza. Mód
mapy je popísaný v nasledujúcom odstavci.
Obrázek 5.7: Zobrazenie vybraných buniek.
Druhým módom je zobrazenie mapy nasnímaného preparátu. Po spustení programu
sú načítané snímky preparátu do pamäti grafickej karty. Absolútne súradnice snímok sú
súčasťou zoznamu súborov, ktorý očakáva program na vstupe. Tým má program k dispo-
zícii všetky informácie, ktoré potrebuje na vykreslenie celého preparátu. Výhodou riešenia
pomocou absolútnych súradníc je to, že snímky preparátu sa môžu prekrývať. Prekrýva-
ním snímok je možné analyzovať všetky bunky v preparáte, vrátane tých, ktoré by pri
dlaždicovom snímaní boli inak na okraji snímku a z extrakcie príznakov by tak boli vyl-
účené. Na mape preparátu sa môže užívateľ pohybovať tak, ako je to u aplikácií podobného
typu bežné. Pomocou myši alebo navigačných kláves sa dá pohybovať, približovať, alebo
vzďaľovať od preparátu. Po dostatočnom priblížení k snímku sa zobrazenie prepne do pl-
ného rozlíšenia, aby bolo možné bunky podrobne analyzovať. Na mape je možné zapnúť
zvýraznenie aktuálne vybraných buniek.
Tretím módom je mód zobrazenia vybraných buniek. Program predpokladá veľký
počet vstupných dát a preto by listovanie vybranými bunkami po jednej mohlo byť pomalé
a nepraktické. Preto program umožňuje hromadnejšie zobrazenie selektovaných buniek. V
tomto móde sú v celom vykresľovanom okne zobrazené selektované bunky. Program tak
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ponúka možnosť veľmi rýchleho prehliadnutia veľkého počtu vybraných buniek. Tak môže
užívateľ rýchlo získať prehľad o charaktere zvolených dát (Obrázok 5.9).
Vo všetkých módoch je možné zapnúť zobrazenie malej navigačnej mapy, ktorá sa zob-
razuje v pravom dolnom rohu. Tá obsahuje náhľad na celý bunkový preparát. V mape sú
zvýraznené všetky vysegmentované bunky. Aktuálne vybrané bunky sú odlíšené inou far-
bou. Tým získava užívateľ celkový prehľad o pomere vybraných buniek k zvyšným a tiež
o ich rozložení v rámci preparátu. Mapa tiež reaguje na užívateľov vstup pomocou myšy,
a dá sa použiť na navigáciu v móde mapy preparátu.
Okrem toho aplikácia podporuje export príznakov, ktoré sú aktuálne zapnuté a vybrané
na osách paralelných súradníc. Dáta sa exportujú vo formáte CSV do užívateľom zvoleného
súboru. S týmto formátom je možné pracovať v rôznych programoch, napríklad v tabuľ-
kovom procesore Microsoft Excel. Tým sa užívateľovi ponúka možnosť ďalej pracovať so
zvolenými dátami. Ako príklad môžme uviesť vytváranie grafov z exportovaných dát.
Obrázek 5.8: Mapa bunkového preparátu. Vpravo dole sa nachádza mapka celého preparátu.
5.3.3 Optimalizácia
Pretože sa predpokladá, že aplikácia bude pracovať s veľkým množstvom snímok a dát, bolo
potrebné zaviesť radu optimalizácií. Bez nich by aplikácia nemala potrebnú odozvu užíva-
teľského rozhrania a práca v ňom by nebola pre užívateľa príjemná. Pri väčšom množstve
snímok by dokonca nebola spustiteľná. Aplikácia po spustení načítava všetky snímky do
pamäti. To by pri ich plnom rozlíšení nebolo možné. Pri predpoklade, že nasnímaný pre-
parát sa bude skladať rádovo z tisícov snímok, by aplikácia pri rozlíšení obrázkov 800 na
600 pixelov vyžadovala rádovo gigabajty pamäti. Preto je do pamäti uložená ich zmenšená
verzia, ktorá sa použije pri vykreslení mapy preparátu. Rozlíšenie je zminimalizované až na
20 na 16 pixelov, čo sa ukázalo ako stále použiteľné rozlíšenie. Pri počte 10 000 snímkov
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Obrázek 5.9: Listovanie selektovanými bunkami. Mód umožňuje prehliadať množstvo buniek
naraz.
v tomto rozlíšení je potrebná pamäť o veľkosti približne 10 megabajtov. V prípade že uží-
vateľ má dostatočne výkonný hardvér a požaduje vyššie rozlíšenie, program umožňuje po
spustení zväčšiť rozlíšenie týchto obrázkov na dvojnásobok. Program zobrazuje snímky aj
v plnom rozlíšení. Podrobnejšie je to popísané v ďalších odstavcoch.
Počas vykreslenia selektovaných buniek v móde hromadného zobrazenia a v zobrazenia
na bočnom paneli v móde paralelných súradníc sú snímky v plnom rozlíšení načítavané
priamo z disku. Zo snímok je po načítaní zobrazený výsek obsahujúci bunku. Aplikácia má
uložené informácie o načítaných textúrach v hashovacej tabuľke. Textúry sú uložené iba pre
snímky, ktoré sú vždy aktuálne použité v scéne. Tým je zaručený rýchly prístup k textúram
načítaným v pamäti a tie tak nemusia byť znovu načítavané pri každom prekreslení. V mo-
mente, keď snímka prestane byť v scéne viditeľná, je pamäť vyhradená pre danú textúru
uvoľnená. Tento prístup významne znižuje nároky na pamäť a zvyšuje plynulosť aplikácie.
Rovnaký prístup je zvolený aj v prípade zobrazenia mapy preparátu. Vykresľovanie
snímok prebieha vždy iba pre snímky viditeľné v aktuálnom zobrazení scény. Pri bežnom
priblížení sú snímky vykreslené v nízkom rozlíšení. Tieto snímky sú v pamäti grafickej
karty po celý čas behu aplikácie. Ak sa užívateľ dostatočne priblíži, prepne sa zobrazenie
do plného rozlíšenia. Textúry vo vyššom rozlíšení sú načítané z disku a informácie o nich
uložené do hashovacej tabuľky. Pri navigácii scénou sú snímky načítavané a uvoľňované
podľa potreby. Snímky, ktoré vstupujú do aktuálneho zobrazenia, sú vložené do hashovacej
tabuľky a snímky, ktoré scénu opustia, sú z nej uvoľnené. V pamäti tak ostávajú uložené
iba tie snímky, ktoré boli a stále sú použité v aktuálnom zobrazení. Tým je zabezpečená
nízka náročnosť na pamäť a zvýšená plynulosť aplikácie.
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5.4 Zhrnutie dosiahnutých výsledkov
Projekt mal za úlohu implementovať aplikáciu použiteľnú v lekárskom prostredí, ktorá
podporí diagnostiku Turnerovho syndrómu. Implementovaná aplikácia tento cieľ dosahuje
spracovaním snímok, ktoré tak nemusia byť ručne analyzované. Zo snímok sú extrahované
vlastnosti, ktoré sú využívané pri diagnostike syndrómu. Užívateľovi sú získané dáta pre-
zentované prehľadnou formou a umožňuju odfiltrovať nevhodné bunky ako sú napríklad
bunky v mitóze. Aplikácia pristupuje k vizualizovaným dátam univerzálne a tak je možné
v prípade potreby meniť príznaky, ktoré sú vstupom do aplikácie. Tým poskytuje možnosť
vizualizovať aj iné príznaky, ktoré môžu byť použité pre určenie ďalších diagnóz.
Užívateľské rozhranie je jednoduché na použitie a ponúka rôzne možnosti nastavenia
paralelných súradníc ako je ich selekcia, škálovanie, inverzia a zmena poradia osí. Tie sú
prepojené s vizualizáciou selektovaných buniek a program tak dáva užívateľovi okamžitú
odozvu.
Predpokladaný postup použitia je teda taký, že po nasnímaní bunkového preparátu sú
zo snímok extrahované príznaky prvým programom. Tie sú následne vstupom do aplikácie
spolu so snímkami. Užívateľ si pomocou nastavenia paralelných súradníc vyberie tie bunky,
ktoré spĺňajú určité požiadavky na ich aktuálny stav a vlastnosti. Nastavením počtu sig-
nálov na jeden získa užívateľ prehľad o počte chybných buniek. Potom môže tento počet
porovnať s bunkami, ktoré obsahujú dva signály. Tento pomer by mal naznačiť, či pacient
trpí Turnerovým syndrómom.
Postup práce je časovo nenáročný, čo je zrejme najväčším prínosom aplikácie. Ako prí-
klad môžme uviesť, že zobrazenie všetkých buniek v preparáte, ktoré obsahujú iba jeden
signál a potenciálne teda trpia chromozómovou aberáciou, trvá niekoľko sekúnd, stačí k
tomu nastaviť hranice osi reprezentujúcej počet signálov. Manuálne prehliadanie všetkých
snímok a vyhľadanie týchto buniek by oproti tomu trvalo neporovnateľne viac. Za ďalší prí-
nos by sa dalo pokladať to, že pri manuálnom prehliadaní snímok môžu niektoré detaily o
bunkách užívateľovi uniknúť. Za predpokladu, že extrahované príznaky zodpovedajú realite,
sa tomuto prehliadnutiu užívateľ vyhne.
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Kapitola 6
Záver
Cieľom diplomovej práce bolo implementovať systém vizualizácie dát extrahovaných z da-
tasetu projektu GenEx, podporeného Technologickou agentúrou Českej Republiky. Vizuali-
začný systém mal z časti automatizovať a tým uľahčiť identifikáciu Turnerovho syndrómu.
Dataset projektu sa skladá zo snímok bunkových preparátov, ktoré sú spracované me-
tódou FISH. Táto metóda umožňuje pozorovať vnútro bunky. Analýzou obsahu bunky
zvýrazneného touto metódou je možné zistiť abnormálne stavy genetického obsahu. To
umožňuje okrem iného diagnostikovať Turnerov syndróm. Teoretickému pozadiu týchto tém
sa venuje kapitola 2.
Kapitola 3 sa podrobne zaoberá krokmi, ktoré vedú k automatizácii identifikácie Turne-
rovho syndrómu. To zahŕňa získanie číselného popisu analyzovaných buniek formou vekto-
rov príznakov. Text popisuje vybrané metódy, ktoré sú používané pre segmentáciu objektov
z obrazu a ktoré je možné využiť pre segmentáciu buniek z datasetu. Následne kapitola
rozoberá extrakciu vektorov príznakov zo segmentovaných oblastí. Popisujú sa jednotlivé
vlastnosti, ktoré majú význam v danej problematike a postup ich získavania.
Metódy vizualizácie multidimenzionálnych dát sú predmetom kapitoly 4. Kapitola pred-
stavuje vybrané metódy vizualizácie. Osobitne sa potom kapitola zaoberá metóde paralel-
ných súradníc, ktorá je použitá v tejto práci. Metóda zobrazuje viacrozmerné dáta ich
nanesením na sústavu rovnobežných osí, ktorých počet zodpovedá počtu dimenzií dát. Veľ-
kou výhodou danej metódy je, že umožňuje jednoducho selektovať množinu objektov s
podobnými vlastnosťami. To nám v našom prípade umožňí vybrať množinu buniek, ktoré
vlastnosťami spĺňajú želané kritéria potrebné k rozhodnutiu o diagnóze. Sú predstavené aj
metódy používané pre zvýšenie čitateľnosti tejto metódy.
Implementovaný systém je tvorený dvoma časťami. Prvú časť tvorí extrakcia prízna-
kov vlastností z datasetu a je implementovaná v prostredí MATLAB. Program segmentuje
zo vstupných snímok bunky pomocou metódy Otsu a následne z nich extrahuje vybrané
vlastnosti. Algoritmus Otsu sa ukázal ako spoľahlivý pre potreby segmentácie buniek. Na-
chádza optimálny prah, ktorý rozdeľuje histogram obrazu na dve množiny, ktoré sú tvorené
bunkami a pozadím. Segmentácia prebiehala vždy úspešne a to aj napriek nižšej kvalite
snímkov v datasete a ich nie vždy súrodému charakteru.
Druhá implementačná časť vizualizuje súbor vektora príznakov. Obsahuje niekoľko mó-
dov, ktoré zjednodušujú získavanie prehľadu o charaktere buniek v preparáte. Dáta sú
vizualizované pomocou paralelných súradníc a niekoľkých metód zlepšenia ich čitateľnosti.
Užívateľské rozhranie ponúka užívateľovi vybrať pomocou súradníc bunky, ktoré sú v jeho
záujme a dané bunky prehliadať v rôznych režimoch. Hlavný prínos aplikácie tak spočíva v
tom, že urýchľuje analýzu bunkového preparátu, ktorá inak môže byť časovo náročná. Môže
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tak prispieť k skorému odhaleniu a začatiu liečby Turnerovho syndrómu a tým výrazne po-
tlačiť niektoré jeho prejavy.
Pre pokračovanie práce môžu byť vektory príznakov spracované pomocou strojového
učenia. Tým by sa diagnostika syndrómu úplne automatizovala, avšak konečná diagnóza
musí byť vždy stanovená lekárom. Iným rozšírením by bolo začlenenie extrakcie príznakov
do vizualizačnej aplikácie a rozšírenie zamerania aplikácie aj na iné diagnózy.
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